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研究报告 

肺炎链球菌血红素结合脂蛋白 PiuA 的表达、纯化和表征 

乐尧金  郭众  阳小燕* 
(遵义医学院珠海校区生物工程系 珠海市中药基础及应用研究重点实验室  广东 珠海  519041) 

 
 

摘  要：【背景】肺炎链球菌是社区获得性肺炎最常见的致病菌之一，它也会引起脑膜炎、鼻

窦炎、中耳炎、菌血症等一系列疾病，对人类(特别是儿童、老人、免疫缺陷患者)健康造成重

大威胁。铁是肺炎链球菌生存和感染所必需的元素之一，其中血红素转运系统 PiuABCD 是肺

炎链球菌最重要的铁转运系统。【目的】克隆、表达和纯化肺炎链球菌血红素转运系统脂蛋白

PiuA，并在体外表征 PiuA 蛋白的血红素结合特性。【方法】将肺炎链球菌 D39 菌株中的 piuA 
(spd_1652)基因连接到载体 pBAD-HisA 上，在大肠杆菌 Top10 菌株中进行异源表达，然后运用

Ni-NTA 亲和层析纯化 PiuA-His 蛋白，并用肠激酶切掉 His 标签获得不含标签的 PiuA 蛋白，最

后运用圆二色谱、紫外光谱和荧光光谱表征 PiuA 蛋白的血红素结合特性。【结果】构建了

pBAD/HisA-PiuA 重组表达载体，获得了纯度大于 95%的 PiuA 蛋白，圆二色谱显示 PiuA 蛋白

与 Hemin 结合后，其二级结构不发生改变；紫外光谱结果显示 PiuA 蛋白具有血红素结合能力；

荧光光谱结果显示 apo-PiuA 蛋白与 Hemin 结合常数 K=3.4×105 L/mol。【结论】肺炎链球菌血

红素转运系统脂蛋白 PiuA 能够特异地结合血红素，为肺炎链球菌的生存和感染提供必需的铁

源，PiuA 蛋白的体外表征结果为针对 PiuABCD 血红素转运系统设计抗菌药物奠定了基础。 
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Expression, purification and characterization of hemin-binding 
lipoprotein PiuA from Streptococcus pneumoniae 

LE Yao-Jin  GUO Zhong  YANG Xiao-Yan* 

(Zhuhai Key Laboratory of Basic and Applied Research in Chinese Medicine, Department of Bioengineering, Zhuhai 
Campus of Zunyi Medical College, Zhuhai, Guangdong 519041, China) 

Abstract: [Background] Streptococcus pneumoniae is one of the most common pathogens of 
community-acquired pneumonia, and causes a variety of other serious diseases including bacterial 
meningitis, sinusitis, otitis media and bacteremia, and poses health threats to humans, especially 
among children and the elderly, or individuals with immature/compromised immune systems. Iron is 
essential for Streptococcal survival and infection, and haem ABC uptake system PiuABCD is the 
most iron ABC uptake system for S. pneumoniae. [Objective] Clone, express and purify 
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hemin-binding lipoprotein PiuA belonging to haem ABC uptake system PiuABCD, and characterize 
its hemin-binding properties in vitro. [Methods] The piuA (spd_1652) gene from S. pneumoniae D39 
strain was ligated into pBAD-HisA vector, and expressed in E. coli Top 10 strain, then the PiuA-His 
fusion protein was purified using Ni-NTA affinity chromatography, and the His tag free PiuA protein 
was obtained by cutting off the His tag with enterokinase. Finally, the hemin-binding properties of 
PiuA protein were characterized by circular dichroism, UV spectroscopy and fluorescence 
spectroscopy. [Results] We successfully constructed recombinant vector pBAD/HisA-PiuA, and 
acquired the PiuA protein with the purity higher than 95%. CD spectra showed that hemin binding 
did not induce any significant structural change in PiuA, UV spectroscopy revealed that PiuA protein 
can specifically bind hemin, and fluorescence spectroscopy demonstrated that the binding constant K 
between the PiuA and hemin is 3.4×105 L/mol. [Conclusion] Hemin-binding lipoprotein PiuA can 
specifically bind to hemin and provide the iron for Streptococcal survival and infection, these 
characterization results of PiuA protein provide basis data for design of antibacterial drug targeted for 
haem ABC uptake system PiuABCD. 

Keywords: Streptococcus pneumoniae, Hemin-binding lipoprotein PiuA, Circular dichroism spectra, 
UV spectroscopy, Fluorescence spectroscopy 

肺炎链球菌是一种革兰氏阳性菌，会引起肺

炎、脑膜炎、鼻窦炎、中耳炎、菌血症等一系列疾

病，对人类(特别是儿童、老人、艾滋病患者和其

他免疫缺陷患者)健康造成重大威胁[1-2]。WHO 估

算全球每年有至少 120 万婴幼儿死于肺炎链球菌

引起的疾病，其中 90%为发展中国家儿童[3-4]。疫

苗和抗生素是目前预防和治疗肺炎链球菌感染疾

病的主要手段。但是近年来随着各种抗生素在临床

上的广泛使用以及不合理应用，导致了细菌的抗药

性迅速提高和传播，耐青霉素肺炎链球菌(Penicillin 

resistant Streptococcus pneumoniae，PRSP)在世界范

围内广泛传播(同时伴有对其他抗生素的多重耐

药)。一些地区的菌株对青霉素的耐药率高达 45%，

使得肺炎链球菌感染的治疗面临越来越大的困难[5]。

由于耐抗生素的肺炎链球菌的发生率越来越高，抗

菌药的研究与开发速度已远远跟不上细菌耐药的

速度，因此迫切需要筛选新的药物用于治疗肺炎链

球菌感染性疾病。 

在过去的 10年里，人们发现过渡金属离子在

宿主-病原体相互作用过程中发挥着重要作用，尤

其是铁离子作为过渡金属对细菌的细胞生理学尤

为重要[6-8]。铁是绝大多数细菌生存和感染所必需

的元素，但是宿主环境中游离存在的铁离子非常有

限(<10−18 mol/L)，所以细菌进化出了对铁离子具有

高度亲和力的铁 ABC 摄取系统(Iron ABC uptake 

systems)，这些系统可直接从宿主细胞中的转铁蛋

白、含血红素蛋白和非血红素含铁蛋白中掠夺铁离

子。由于铁 ABC摄取系统在链球菌中具有高度的

保守性，均由类似的蛋白(脂蛋白、ATP 结合蛋白

和疏水的膜蛋白)构成，且其中的脂蛋白是暴露在

细胞膜外的，可以成为这些细菌引发的感染性疾病

的疫苗候选物和药物靶标[9-11]。因此，针对细菌铁

摄取系统和铁代谢设计的抗菌药物和疫苗也逐渐

成为研究热点，对解决当前耐药菌感染和细菌耐药

性问题意义重大[12-15]。 

肺炎链球菌中已知的铁 ABC 摄取系统有    

4 个，即血红素转运系统 PiuABCD、铁色素转运

系统 PiaABCD、铁离子转运系统 PitABCD、以及

新发现的铁转运系统 Operon 804[16-18]。其中脂蛋

白 PiuA和 PiaA存在于所有已知的肺炎链球菌中，

是小鼠全身和肺部感染模型中所必需的毒力因子，

用重组表达的 PiuA 和 PiaA 蛋白作为抗原免疫小

鼠，能帮助小鼠对抗侵袭性肺炎链球菌疾病，因

此 PiuA和 PiaA蛋白被认为是一种新型的有前景

的肺炎链球菌疫苗[19-22]。本实验拟对肺炎链球菌

血红素转运系统脂蛋白 PiuA进行克隆、表达和纯
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化，并在体外表征 PiuA蛋白的血红素结合特性，

为针对 PiuABCD 血红素转运系统设计抗菌药物

奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 

肺炎链球菌 D39 (Streptococcus pneumoniae 
D39)，美国菌种保藏中心(American type culture 

collection，ATCC)；大肠杆菌 (Escherichia coli) 
Top10菌株和载体 pBAD-HisA，Invitrogen公司。 

1.2  主要试剂和仪器 

Todd-Hewitt Broth和 Yeast extract，OXOID公

司；细菌 DNA 提取试剂盒，OMEGA 公司；

PrimeSTAR HS (Premix)、DNA Maker、T4 DNA连

接酶和各种限制性内切酶，TaKaRa公司；PCR产

物纯化回收试剂盒、胶回收试剂盒，天根生化科技

有限公司；Ni-NTA亲和层析纯化柱，QIAGEN公

司；重组肠激酶，中大南海海洋生物技术工程中心

有限公司；L-(+)阿拉伯糖、Hemin和氨苄青霉素，

Sigma 公司；小鼠 His-tag 单克隆抗体，碧云天生

物技术有限公司；羊抗鼠二抗，Abcam公司；ECL

化学发光液，Bio-Rad公司。 

普通 PCR仪，Applied Biosystems公司；超声

波细胞破碎仪，宁波新芝生物仪器公司；圆二色谱

仪，应用物理公司；紫外分光光度仪、NanoDrop 

2000C 超微量分光光度计和电感耦合等离子体质

谱仪 ICP-MS，Thermo公司；荧光分光光度计，日

立高新技术公司。 

1.3  piuA 基因的克隆、重组质粒 pBAD/HisA- 

piuA 的构建和鉴定 

根据 GenBank 数据库中肺炎链球菌 D39 的

piuA (spd_1652)基因序列，利用 Primer Premier 5.0

设计并合成编码去信号肽脂蛋白 piuA 基因的引
物，piuA-F：5′-GGCGGCGAGCTCGAGACCAGT 

AGCTCTGCTC-3′ (划线部分为 SacⅠ酶切位点)，

piuA-R：5′-CGCCGCGAATTCTTATTTCAAAGCT 

TTTTG-3′ (划线部分为 EcoRⅠ酶切位点)，以肺炎

链球菌 D39总基因组 DNA为模板扩增目的基因，

PCR 反应体系(100 μL)：PrimeSTAR HS (Premix)   

50 μL，引物 piuA-F和 piuA-R (10 μmol/L) 各 4 μL，

DNA模板(100 ng/μL) 2 μL，ddH2O 40 μL。PCR反

应条件：95 °C 5 min; 94 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 

1 min，30个循环；72 °C 10 min。 

用 1%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR产物，利用胶

回收试剂盒回收纯化目的片段。用 SacⅠ、EcoRⅠ

内切酶进行双酶切回收的目的基因片段及载体

pBAD-HisA，37 °C酶切 4 h，T4 DNA连接酶连接

目的基因和载体，连接比例为目的基因׃载体为 ，1׃4

16 °C连接过夜，取 20 μL连接产物转化至 E. coli 
Top10感受态细胞，经氨苄青霉素抗性平板筛选阳

性重组子，对其进行双酶切验证及DNA测序验证，

经 NCBI BLAST比对分析测序结果，得到正确的

重组质粒命名为 pBAD/HisA-piuA。 

1.4  重组蛋白 PiuA-His 的诱导表达、纯化和不

含 His 标签 PiuA 蛋白的获得 

将测序正确的含 pBAD/HisA-piuA 质粒的
Top10 菌株接种于含有氨苄青霉素(100 ng/µL)的

LB培养基中，37 °C、220 r/min振荡培养过夜。

次日将活化的菌种按 100׃1 转接入新鲜培养基扩

大培养，37 °C、220 r/min振荡培养至 OD600约为

0.6−0.8 时，加入 L-(+)阿拉伯糖至终浓度为

0.04%，同样的条件继续诱导表达 4−6 h后收集菌

体，4 °C、6 000 r/min离心 30 min，并用 1×PBS

缓冲液洗涤菌体 2 次。将收集到的菌体于液氮和

37 °C反复冻融 3次，然后冰浴超声 30 min (5 s

开，5 s关)至菌液变澄清透亮，超声破碎物于 4 °C、  

10 000 r/min离心 30 min，弃沉淀，上清液用于过

柱纯化。 

采用 Ni-NTA亲和层析纯化柱对重组蛋白进

行纯化，具体步骤根据说明书所示。利用 10 kD

超滤管浓缩融合蛋白，4 °C、5 000 r/min超滤至

500 μL，用 20 mmol/L Tris-HCl (含 100 mmol/L 

NaCl)洗 3 次。利用重组肠激酶切掉含有 6His标

签的融合蛋白(室温，16 h)。将酶切产物再次经
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Ni-NTA柱分离，上样后的初次流出液即为去掉标

签的 PiuA蛋白。用 12% SDS-PAGE对 PiuA蛋白

的纯度进行检测，并用 Western blotting 对获得的

PiuA蛋白进行鉴定。 

1.5  Western blotting 鉴定 PiuA 蛋白 

分别取 3 μg的 PiuA-His重组蛋白和不含 His

标签的 PiuA蛋白于 12% SDS-PAGE进行分离，通

过湿转法将蛋白转印至 PVDF 膜上，5%脱脂奶粉

封闭 2 h，按照 000比例稀释加入小鼠 1׃1 His-tag

单克隆抗体，或者按照 000比例稀释加入我们 2׃1

自己制备的小鼠 PiuA多克隆抗体，4 °C孵育过夜。

洗脱后加入辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗鼠

二抗，室温孵育 1 h，再次洗去未结合的二抗，最

后通过 ECL化学发光液检测。 

1.6  PiuA 蛋白的血红素结合特性研究 

1.6.1  电感耦合等离子体质谱仪(ICP-MS)检测纯

化的 PiuA 蛋白中金属含量 

纯化后的 PiuA蛋白用 10 kD超滤管浓缩后经

BCA 法测定蛋白浓度，用超纯水将蛋白样品稀释

至 5 µmol/L，在样品中加入 10 µmol/L标准品铟作

为内参，送暨南大学分析测试中心，用 ICP-MS仪

器测定样品中的金属元素含量(Fe、Mn、Zn、Cu、

In)，每个金属元素重复测定 3次。 

1.6.2  Apo-PiuA 蛋白样品的制备 

纯化后的 PiuA蛋白溶液呈粉红色，经 ICP-MS

测定后含有等摩尔的铁，后续的实验需要用到

apo-PiuA (即不含金属元素的 PiuA)，因此采用盐

酸胍变性方法去除 PiuA 蛋白中的金属离子并通

过透析使蛋白尽可能回复到天然活性状态。盐酸

胍在高浓度(4−8 mol/L)水溶液时能断裂氢键，从而

使蛋白质发生不同程度的变性，且盐酸胍引起的变

性通常是可逆的。盐酸胍变性具体步骤：500 µL

的高浓度 PiuA (25 µg/µL)样品，加入盐酸胍(终浓

度为 8 mol/L)至 2 mL左右，4 °C处理 4 h后，加

入 50 mmol/L的 EDTA至终浓度为 25 mmol/L，4 °C

过夜处理(约 12 h)。接下来先用 20 mmol/L Tris-HCl 

缓冲液(含 10 mmol/L 的 EDTA 和 100 mmol/L 的

NaCl，pH 7.4)透析一次，然后用 20 mmol/L Tris-HCl

缓冲液(含 100 mmol/L 的 NaCl，pH 7.4)继续透  

析 4次，最后用 10 kD超滤管浓缩后经 BCA法测

定蛋白浓度，将 apo-PiuA蛋白样品用超纯水稀释

至 5 µmol/L，利用 ICP-MS仪器测定样品中的金

属元素含量(Fe、Mn、Zn、Cu、In)。 

1.6.3  圆二色谱(CD)分析 PiuA 蛋白的二级结构 

远紫外区(190−250 nm) CD光谱主要反映蛋

白质氨基酸间肽键的圆二色性。二级结构不同的

蛋白由于螺旋、β折叠及无规卷曲在远紫外区具

有特征吸收峰，在 CD 光谱中呈现不同的特征谱

峰。圆二色谱测定野生型蛋白 PiuA、apo-PiuA及

结合血红素(Hemin)的 PiuA (PiuA+Hemin)的二级

结构。高浓度的蛋白样品用 20 mmol/L Tris-HCl 

(含100 mmol/L NaCl，pH 7.4)缓冲液稀释至3 µmol/L

的测试蛋白样品，样品池为石英比色皿(1 mm)，测

定参数如下：扫描波长 190−250 nm，扫描温度

25 °C，扫描速率 100 nm/min，带宽 1.0 nm。每次

扫描重复 3次，取平均值得到平滑曲线即为最后的

CD光谱，扣除缓冲液背景。蛋白二级结构用 CDPro

软件进行计算。 

1.6.4  紫外光谱检测 PiuA 蛋白与血红素结合情况 

Apo-PiuA (50 µmol/L)与过量 Hemin室温孵育

2 h后，依次过脱盐柱和 10 kD超滤柱，用缓冲液

洗 6 次，去掉不与 PiuA 结合以及非特异结合的

Hemin，剩下的样品即为血红素特异饱和的 PiuA

蛋白，命名为 PiuA+Hemin。用 20 mmol/L Tris-HCl 

(pH 7.4，含有 100 mmol/L NaCl)缓冲液分别制备浓

度均为 25 μmol/L Hemin 溶液、apo-PiuA 溶液和

PiuA+Hemin溶液各 500 μL，分别按照相同的参数

用紫外分光光度计从 200−600 nm波段进行扫描，

每个实验重复扫描 3次。 

1.6.5  荧光光谱检测 PiuA 蛋白与血红素结合情况 

用 20 mmol/L Tris-HCl (pH 7.4，含有 100 mmol/L 

NaCl)缓冲液稀释 apo-PiuA蛋白至终浓度为 3 µmol/L，

用相同的缓冲液制备 3 mmol/L高浓度的 Hemin溶

液，依次向 apo-PiuA 蛋白溶液滴加 0.2 倍当量的
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Hemin溶液，每滴加一次，打开磁力搅拌器搅拌

5 min，使蛋白与金属离子反应完全，然后扫描荧

光猝灭光谱，每次扫描均重复 3次，实验条件和参

数如下：1 cm 四面透光的石英比色皿，内有磁力

搅拌子不断搅拌，激发波长 280 nm，扫描范围

300−450 nm，扫描速度 1 200 nm/min，电压 530 V，

激发单元狭缝 5.0 nm，发射单元狭缝 5.0 nm，设

置自动响应时间，水浴锅温度设置 25 °C恒温。获

得的实验数据用 Origin 8.5 软件中的 Hill 方程拟

合，计算得出 PiuA蛋白与 Hemin的结合常数 K。 

2  结果与分析 

2.1  重组表达载体 pBAD/HisA-piuA 构建和鉴定 

以肺炎链球菌 D39 总基因组 DNA 为模板，

PCR反应扩增去除信号肽的 piuA基因(870 bp)，

扩增产物经 1%琼脂糖凝胶验证(图 1A)，与目的

基因大小吻合。随机在 Amp抗性平板上挑选 8个

piuA连接转化后的克隆，提取质粒，SacⅠ、EcoRⅠ

双酶切鉴定，进行 1%琼脂糖凝胶电泳，结果有   

5 个阳性克隆的插入片段与目的基因大小一致     

(图1B)。为进一步确认重组质粒的正确性，将所得

的阳性克隆送 Invitrogen公司测序，测序结果经序

列比对显示目的基因与 NCBI 数据库中的肺炎链

球菌 D39的 piuA基因 100%匹配，且没有发生移码

和基因突变，表明重组表达载体 pBAD/HisA-piuA

构建成功。 

2.2  PiuA 蛋白诱导表达、纯化检测和鉴定 

将测序正确的含 pBAD/HisA-piuA 质粒的

Top10菌株接种到 LB培养基中，经 L-(+)阿拉伯糖

诱导表达 4−6 h后收集菌体，超声破碎裂解菌体，

裂解后的全蛋白上清液通过 Ni-NTA 亲和层析柱

纯化，用不同浓度咪唑(10−500 mmol/L)进行梯度

洗脱，在 50 mmol/L咪唑浓度洗脱液中能最大量收

获条带单一的 PiuA-His 融合蛋白(图 2A)，表明

PiuA-His 融合蛋白是可溶性表达的。重组肠激酶

能识别序列 DDDDK，将 His标签切掉，纯化后的

不含His标签的PiuA蛋白经 12% SDS-PAGE分析，

可以看出经过纯化后得到单一的 PiuA (31.6 kD)蛋

白条带(图 2B)，且蛋白纯度在 95%以上。另外由

于 PiuA-His 融合蛋白带有标签蛋白 His，可与

Anti-His抗体发生特异性抗原-抗体反应，因此运用

His抗体作为一抗，进行Western blotting检测，从

PVDF膜上可观察到特异的单一蛋白条带(图 2C)，

且分子量大小与 PiuA蛋白一致；另一方面，运用

PiuA鼠多克隆抗体作为一抗，进行Western blotting

检测了 PiuA-His和 PiuA蛋白，如图 2D所示，从

PVDF膜上可观察到特异的单一蛋白条带。以上结

果表明 PiuA蛋白制备成功，可进一步用于体外生

化表征。 

 
 

 
 

图 1  piuA 基因的扩增及重组表达载体 pBAD/HisA-piuA 的鉴定 
Figure 1  Amplification of piuA and identification of recombinant plasmid pBAD/HisA-piuA 
注：A：PCR扩增 piuA基因；B：重组表达载体 pBAD/HisA-piuA双酶切验证. 

Note: A: PCR product of piuA; B: Restriction enzyme analysis recombinant plasmid pBAD/HisA-piuA with Sac I and EcoRⅠ. 
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图 2  PiuA-His 融合蛋白和 PiuA 蛋白的纯化检测和 Western blotting 验证 
Figure 2  Detection of PiuA-His fusion protein and PiuA protein with 12% SDS-PAGE, and verification of them by using 
Western blotting 
注：A：12%的 SDS-PAGE检测 PiuA-His融合蛋白；1：蛋白 Marker；2：全蛋白上清液；3：10 mmol/L咪唑洗脱液；4：50 mmol/L

咪唑洗脱液；B：12%的 SDS-PAGE检测 PiuA蛋白，5：纯化后的 PiuA蛋白；C：Western blotting验证 PiuA-His融合蛋白和 PiuA

蛋白，His抗体作为一抗；D：Western blotting验证 PiuA-His融合蛋白和 PiuA蛋白，PiuA鼠多克隆抗体作为一抗. 

Note: A: Detection of PiuA-His fusion protein with 12% SDS-PAGE; 1: Protein marker; 2: Whole protein supernatant; 3: Proteins eluted 
with 10 mmol/L imidazole; 4: Proteins eluted with 50 mmol/L imidazole; B: Detection of PiuA protein with 12% SDS-PAGE, 5: Purified 
PiuA protein; C: Verification of PiuA-His fusion protein and PiuA protein by using Western blotting with His antibody; D: Verification of 
PiuA-His fusion protein and PiuA protein by using Western blotting with PiuA mouse polyclonal antibody. 

 

2.3  ICP-MS检测纯化的 PiuA蛋白和 apo-PiuA蛋

白中的金属含量 

纯化后的 PiuA 蛋白溶液呈粉红色，ICP-MS

测定结果显示，纯化后的每个 PiuA蛋白分子含有

一个铁离子，不含其他金属离子(表 1)。经过摸索，

最终采用 8 mol/L的盐酸胍和 25 mmol/L的 EDTA

对 PiuA蛋白进行变性螯合出其中的血红素，获得

apo-PiuA蛋白，然后经过 48 h的透析使蛋白复性，

ICP-MS测定结果显示，apo-PiuA蛋白不含任何金

属离子(表 1)。 

2.4  CD 分析 PiuA、apo-PiuA 和 PiuA+Hemin 蛋

白的二级结构 

从图 3 的 CD 光谱得知，PiuA、apo-PiuA 和

PiuA+Hemin蛋白的二级结构几乎一致，表明采用

盐酸胍变性方法获得的 apo-PiuA 蛋白通过透析的

方法恢复到了天然的状态，可用于后续的实验。同

时发现 PiuA蛋白与 Hemin结合后，其二级结构几

乎不发生改变。 

 
表 1  ICP-MS 测定 PiuA 和 apo-PiuA 蛋白中金属离子 Fe、Mn、Zn、Cu 和 In 的含量 
Table 1  The content of Fe, Mn, Zn, Cu and In of PiuA and apo-PiuA proteins by using ICP-MS analysis 

Proteins Fe (mol/L) Mn (mol/L) Zn (mol/L) Cu (mol/L) In (mol/L) 

PiuA 5.01±0.22 0.15±0.08 1.12±0.25 0.13±0.08  9.95±0.50 

apo-PiuA 0.66±0.12 0.25±0.06 0.95±0.08 0.05±0.00 10.18±0.38 
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图 3  CD 分析 PiuA、apo-PiuA 和 PiuA+Hemin 蛋白的

二级结构 
Figure 3  Secondary structures of PiuA, apo-PiuA and 
PiuA+Hemin by using CD analysis 

 

2.5  紫外光谱检测 apo-PiuA 蛋白与血红素结合

情况 

将 30 μmol/L 血红素溶液、apo-PiuA 溶液和

PiuA+Hemin 溶液分别进行紫外分光光度计扫描

后，紫外光谱图 4显示 apo-PiuA蛋白只在 280 nm

处有一蛋白特征吸收峰，PiuA+Hemin蛋白除了在

280 nm的蛋白吸收峰外，还在 401 nm处有一血红

素特征吸收峰，且与等摩尔量的 Hemin 的吸收峰

相比，吸收峰向长波长方向移动，即有明显的红移

(图 4)，表明 PiuA蛋白具有血红素结合能力。 

 
 

 
 

图 4  apo-PiuA 蛋白与血红素结合的紫外光谱检测 
Figure 4  UV spectroscopy analysis of PiuA with 
(PiuA+Hemin) and without (apo-PiuA) hemin 

2.6  荧光光谱检测 apo-PiuA 蛋白与血红素结合 

apo-PiuA 蛋白与血红素结合的强弱可以利用

荧光光谱检测，向 apo-PiuA 蛋白溶液(3 μmol/L)

中不断滴加高浓度 Hemin，由于 apo-PiuA 蛋白与

Hemin 结合后相互作用产生微环境变化从而造成

电子跃迁，然后回至基态，在 333 nm处发生荧光

猝灭现象 (图 5A)，表明 Hemin 的结合引起了

apo-PiuA蛋白空间构象的变化。根据 Origin 8.5软

件中的 Hill 方程[y=Vmax×xn/(kn+xn)]对 Hemin 浓度

和 333 nm处的绝对荧光值做曲线拟合，计算得出

apo-PiuA蛋白与Hemin结合常数为K=3.4×105 L/mol 

(图 5B)。 

 
 

 

 
 

图 5  apo-PiuA 与血红素结合的荧光光谱图(A)以及 Hill

方程拟合的曲线(B)  
Figure 5  Fluorescence spectroscopy of hemin titration to 
apo-PiuA protein (A), and the fluorescence quenching at 
333 nm was fitted with a Hill plot to calculate the binding 
constant K (B) 
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3  讨论与结论 

铁离子是细胞代谢过程中许多蛋白或酶的辅

助因子，主要参与电子传递、氧的激活、呼吸作用、

过氧化氢物的还原、氨基酸和 DNA的合成以及光

合作用等代谢过程，是大多数细菌生存以及形成感

染的必需元素[8,23-25]。肺炎链球菌作为当今世界范

围内引发感染和死亡的重要病原菌之一，在感染宿

主(人)过程中，必须从人体获得养分，这其中就包

括铁、锰、锌、铜等微量元素[6]。血红素占人体总

铁源的 80%以上，为了从人体中获取血红素满足

自身的生存和感染，肺炎链球菌进化出了血红素摄

取系统 PiuABCD。依靠该摄取系统的 ATP结合蛋

白 PiuB 提供能量，脂蛋白 PiuA 作为底物结合蛋

白能够直接特异地结合血红素，并与膜蛋白 PiuC

和 PiuD相互作用将血红素释放并转运到肺炎链球

菌体内。由于脂蛋白 PiuA存在于所有已知的肺炎

链球菌中，目前已被证明是潜在的肺炎链球菌疫苗

候选物，但是目前对 PiuA蛋白结合和释放血红素

的过程并没有细致深入地研究。 

金属组学(Metallomics)是 2002 年逐渐发展起

来的一门综合研究生命体内金属和类金属元素的

分布、存在的形态、属性、含量、与其他生物大分

子结合的结构及其在生物体中的生理作用和功能

的学科[26]，开展金属组学和金属蛋白质组学研究

将有助于认识微量元素生物效应及其机理、与微量

元素相关疾病的发生机制的基础，同时也是金属药

物设计的理论依据[27]。目前常用的研究金属蛋白

质体外结构与功能研究的技术主要有电感耦合等

离子体质谱仪(ICP-MS)、圆二色谱(CD)、紫外光

谱、荧光光谱、停留光谱仪、等温热滴定仪(ITC)、

电子顺磁共振 (EPR)、X 射线衍射、核磁共振

(NMR)、X射线吸收光谱等[27]。其中 ICP-MS能分

析溶液中含量在 ppb或者 ppb以下的一系列金属元

素和 B、Si、As、Te、P、Se、S等非金属元素[27]；

圆二色谱(CD)能利用平面偏振光研究溶液中蛋白

质、DNA 等生物大分子二级和三级结构和构象变 

化[28]；由于蛋白大分子中含有具有环状共轭体系

的芳香族氨基酸，在近紫外区 190−400 nm处发生

n-π电子跃迁，产生紫外光谱，同样地，蛋白大分

子内部的芳香族氨基酸也能在氙灯光源照射下，发

生电子跃迁而产生荧光光谱，因此紫外光谱和荧光

光谱被广泛应用于研究蛋白质结构和构象、蛋白与

小分子或者金属离子的相互作用等[29-30]。 

本研究从肺炎链球菌 D39 基因组中克隆出

piuA基因，构建 pBAD/HisA-piuA重组表达载体，
在大肠杆菌 Top10 菌株中进行异源表达，运用

Ni-NTA 亲和层析纯化获得纯度大于 95%的 PiuA

蛋白(不含 His标签)。盐酸胍在高浓度(4−8 mol/L)

水溶液中能断裂氢键，从而使蛋白质发生不同程度

的变性，且盐酸胍引起的变性通常是可逆的，可以

通过透析的方法使蛋白恢复到天然的状态。由于纯

化后的 PiuA 蛋白溶液呈粉红色，ICP-MS 测定结

果显示，纯化后的每个 PiuA蛋白分子含有一个铁

离子，后续的实验需要 apo-PiuA蛋白(即不含金属

元素的 PiuA蛋白)，因此我们采用 8 mol/L的盐酸

胍和 25 mmol/L的 EDTA去除 PiuA蛋白中的血红

素从而获得的 apo-PiuA 蛋白，并通过透析的方法

使其恢复到天然的状态，用圆二色谱扫描 apo-PiuA

蛋白的二级结构可以看出蛋白完全恢复到天然的

状态。最后运用 ICP-MS、圆二色谱、紫外光谱和

荧光光谱手段表征了 apo-PiuA 蛋白与血红素结合

前后的生化性质的变化，实验结果显示 PiuA能特

异地结合血红素，结合常数 K=3.4×105 L/mol；而

且 PiuA蛋白与血红素结合后，二级结构几乎不发

生改变。此外，后续我们将选取国内一些肺炎链球

菌分离株进一步研究其中的 PiuA蛋白，并比较其

与参考株肺炎链球菌 D39 菌株的异同。这些结果

有利于阐明脂蛋白 PiuA 的血红素结合特性和机

理，为开发针对 PiuABCD血红素转运系统的抗菌

药物提供了理论基础。 
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